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用 12S rRNA 基因 序列 研究 斑 腿 星 科 二 属 六 种 的 
进化 关系 
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摘要 : 采用 DNA 测序 技术 测定 了 中 国 斑 腿 蝗 科 昆虫 6 种 和 六 怒 蝗 科 的 红 肥 小 车 蝗 线 粒 体 12S rRNA 基因 长 约 345 bp 片段 的 序 
列 。 在 获得 的 345 bp 的 序列 中 ,A+T 约 占 71.8%, 其 中 135 个 核 背 酸 位 点 存在 变异 〈 约 占 39.1%)。PAUP4.0b 数据 分 析 软 件 
构建 该 6 种 蝗虫 的 MP 和 NJ 分 子 系统 树 显 示 , 稻 星 属 和 和 芒 蝗 属 各 为 独立 的 一 文 。 在 稳 蝗 属 一 文中 ,中 华 稻 蝗 与 山 稻 蝗 关系 很 
近 , 而 与 小 稳 蝗 关系 较 远 ,这 与 形态 学 结果 相 吻 合 :在 茂 蝗 属 一 文中 , 异 歧 芒 蝗 与 斑 角 芒 蝗 亲缘 关系 较 近 , 而 与 等 野 芒 蝗 关 系 
较 远 , 这 与 形态 学 研究 结果 并 不 吻合 ,有 待 进一步 的 研究 。 
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Evolutionary relationships among six Chinese grasshoppers of two genera of 
Catantopidae ( Orthoptera: Acridoidea ) inferred from mitochondrial 12S rRNA 


gene sequences 

ZENG Wei-Ming ，JIANG Guo-Fang’*, ZHANG Da-Yu’, HONG Fang (1. Institute of Biology, Guangxi Academy of 
Sciences, Nanning 530003; 2. College of Life Sciences，Nanjing Normal University, Nanjing 210097, China) 
Abstract: Approximately 345 base pairs of the mitochondrial 12S rRNA gene from 6 species of Chinese grasshoppers 











(Catantopidae: Acridoidea) and one outgroup OQedaleus manjius were sequenced. Of 345 bp mitochondrial 12S TRNA 
gene sequences, A% + T% was 71.8%, and 88 nucleotide sites and 31 parsimony informative sites were substituted 
(about 25.5% and 8.9%, respectively ). The molecular phylogenetic trees constructed by parsimony method and 
neighbor-joining method suggested 也 at genus Oxya and Hieroglyphus were independent evolutionary branches. In the 
clade Oxya, the relationship between 0O. chinensis and 0O. agavisa was much close, but was far to 0. fyla, This 
result was identical with that of morphology. In the clade Hieroglyphus, H. tonkinensis was closely related to H. 
annulicornus, but was far to H. banian, and this result was not identical with that of morphology, and needs to be 
studied further. 
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蜂 虫 历来 是 世界 农 牧 业 的 重要 害虫 。 斑 腿 星 科 
Catantopidae 隶属 于 昆虫 纲 直 翅 目 蝗 总 科 , 是 我 国峰 
总 科 中 最 大 的 一 个 科 ( 郑 哲 民 ,1993)。 其 中 , 稻 蝗 和 
芒 蝗 分 别 是 我 国 水 稻 . 甘 蔗 上 的 主要 害虫 。 稻 蝗 属 
Oxya Serville 始 建立 于 1831 年 , 芒 蝗 属 Hieroglyphus 
Krauss 建立 于 1877 年 ,两 者 均 为 蝗虫 中 较 早 建立 的 
属 ( 印 象 初等 1996)。 其 中 斑 角 芒 蝗 五 . 
annulicornus 《Shiraki，1910), 原名 斑 角 稻 蝗 , 原 隶 属 


于 稻 蝗 属 ,后 于 1913 年 由 Bolivar 转移 至 芒 蝗 属 , 可 
见 两 者 形态 较为 相似 , 关系 密切 ( 蒋 国 芳和 郑 哲 民 ， 
1998)。 从 分 类 学 上 来 讲 ,这 两 类 蝗虫 分 别 是 稳 凰 亚 
科 Oxyinae 和 芒 星 亚 科 Hieroglyphinae 的 代表 类 和 群 ( 蒋 
国芳 和 郑 藻 民 ,1998), 而 这 两 亚 科 恰 恰 义 是 考 腿 蝗 
科 中 常见 的 两 大 重要 类 群 。 显 然 , 弄 清 这 两 属 间 及 
种 间 的 进化 关系 , 对 于 探讨 斑 腿 蝗 科 分 类 系统 具有 
重要 意义 ,同时 也 可 为 生产 实际 中 害虫 的 鉴定 提供 
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一 定 的 科学 依据 。 

随 着 DNA 测序 技术 的 发 展 ,核酸 (DNA 和 RNA) 
序列 已 成 为 系统 发 育 研究 中 越 来 越 重 要 的 资料 。 瑞 
士 学 者 Flook 和 Rowell(1997a，1997b，1998，1999) 根 
据 38 个 分 类 单元 的 12S rRNA 和 16S TRNA 基因 序 
列 ,对 蝗 亚 目 及 直 翅 目的 系统 发 育 作 了 较为 全 面 而 
系统 的 分 析 , 并 结合 形态 学 和 化 石 记 录 , 重建 了 一 致 
的 系统 发 育 树 , 他们 的 研究 结果 表明 , 线粒体 rRNA 
基因 包含 有 重要 的 系统 发 育 信息 ,至 少 是 科 、 属 级 的 
系统 发 育 信息 。 国 内 起 步 较 晚 ,最 近 才 开始 见 有 人 
将 DNA 测序 技术 应 用 于 蝗虫 分 子 系统 学 研究 的 报 
道 ( 任 竹 梅 等 , 2002a，2002b, 2003 )。 线 粒 体 12S 
TRNA 基因 已 被 证 明 对 于 研究 蝗虫 的 系统 发 育 是 有 


效 的 (Flook and Rowell，1997b)。 本 文 作者 试 从 12S 
rRNA 基因 的 片段 序列 , 分析 中 国 斑 腿 蝗 科 6 种 间 的 
分 子 进 化 关系 ,进而 探讨 它们 的 系统 关系 及 有 关 类 
群 的 系统 学 问题 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

共 采 集 6 种 斑 腿 蝗 科 昆虫 和 1 种 斑 兽 星 科 昆 
忠 , 标 本 均 保 存 于 无 水 乙醇 中 , 见 表 1。 
1.2 基因 组 DNA 的 提取 

采用 SDS/ 蛋 白 酶 KK 裂解, 酚 氯 仿 抽 提 法 从 保存 
于 100 多 酒精 的 蝗虫 标本 后 足 股 节 提 取 总 DNA。 


表 1 本 研究 中 所 用 的 物种 
Table 1 Species used in this study 





科 属 Family & Genus 种 名 Species 采样 地 点 Locality 
玛 腿 蝗 科 Catantopidae 
稻 蝗 属 Oxya 山 稻 旺 Oxya agavisa Tsai 广西 上 思 Shangsi, Guangxi 
中 华 稻 蝗 Oxya chinensis (Thunberg) 广西 田 东 Tiandong, Guangxi 
小 稻 蝗 Oxya hyla Serville 广西 南宁 Nanning, Guangxi 
茧 蝗 属 应 eroglyphus 斑 角 茧 星 启 eroglyphus annulicomus (Shiraki) 广西 扶 组 Fusui, Guangxi 
等 玻 芒 星 硕 erogzypjas banian (Fabricius) 广西 扶 绥 Pusui, Guangxi 
异 歧 其 迪 所 eroglyphus tonkinensis Bolivar 广西 扶 绥 Pusui, Guangxi 
斑 才 蝗 科 Oedipodidae 
小 车 蝗 属 Qedaleus 红 肥 小 车 迪 Oedaleus manjius Chang 广西 防 城 Fangcheng, Guangxi 


1.3 DNA 扩 增 与 测序 

PCR 扩 增 引物 设计 参照 Simon 等 (1994) 文 献 : 
SR-J-14233 5'-AAGAGCGACCGGCGATGTGT-3', SR-N- 
14588 (5'-AAACTAGGA TIAGATACCCTATTAT-3' )。 
每 一 样品 的 PCR 反应 总 体积 为 25 uL， 内 含 10 
mmol/L Tris (pH 8.3), 50 mmol/L KCl, 0.01% Triton 
X-100, 1.5 mmol/L MgCl,, 0.2 mmol/L dNTP, 0.4 
mmol/L 引物 ,1.0 U Taq 酶 以 及 2 pL ( 含 10 ~ 25 ng 
DNA) 模 板 溶液 。PCR 反应 运行 34 个 循环 ,每 一 个 
循环 包括 94% 变性 1 min，$2% 退 火 1 min，72% 延 
伸 1 min 30 s， 在 正式 循环 前 进行 9g% 预 变 性 4 
min， 循 环 完毕 72% 延 伸 8 min。 

PCR 产物 用 1.5 多 的 琼脂 糖 凝 胶 电 访 进 行 检 
测 。 检 测 时 ,每 个 样品 取 2 pL;, 对 于 扩 增 效果 良好 且 
足 量 的 样品 用 W5212 柱 离心 式 胶 回收 试剂 盒 ( 上 海 
华 疑 ) 进 行 回收 纯化 。 具 体操 作 根 据 产品 说 明 进 行 。 
纯化 后 ,用 ABI377 型 全 自动 测序 仪 进行 正 反 链 双 问 
测定 ,每 条 序列 均 独 立 测定 两 次 以 上 以 保证 序列 
正确 。 








1.4 序列 分 析 

用 ClustalW 程序 Thompson et al. ,1994) 对 测定 
的 序列 进行 对 位 排列 。 用 分 子 进化 遗传 分 析 软 件 
MEGA (Kumar et al., 1993) 中 的 Kimura 2-parameter 
模型 分 析 各 物种 间 DNA 序列 差异 。 应 用 PAUP4.0b 
软件 (Swofford et al.，1996), 末 用 最 大 简约 法 (MP) 
和 邻接 法 (NJ) 推 演 系 统 发 生 关 系 。 在 重建 系统 树 
时 ,去 除 琴 两 对 位 序列 中 的 缺失 (gaps), 用 红 肥 小 车 
蝗 12S rRNA 基因 有 关 片 段 的 序列 作为 外 群 比较 , 同 
时 应 用 Bootstrap 自 举 检验 (Felsenstein, 1985)2 000 次 
估计 系统 树 中 结 点 的 置信 值 。 


2 结果 


2.1 蝗虫 12S rRNA 基因 的 序列 及 变异 

在 345 bp 的 已 测定 的 mtDNA 12S tRNA 序列 中 ， 
A,T, G, C 含量 分 别 为 30.6%，41.2%, 18.4% 和 
9.8%, A+T 的 含量 明显 高 于 G+C 的 含量 。 在 345 
bp 序列 中 , 共 检 测 到 变异 位 点 88 个 , 简约 信息 
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《parsimony informative site) 位 点 31 个 ,分 别 约 占 总 序 
列 的 25.5% 和 8.9%。6 个 种 及 外 群 序列 已 存 入 
GenBank numbers AY247171-247173， 
AY247181-247183, AY247196)。 
2.2 ”蝗虫 间 DNA 序列 差异 

7 种 蝗虫 12S rRNA 序列 的 差异 数 和 碱 基 蔡 换 
情况 统计 于 表 2。 


( Accession 


表 2 7 种 蝗虫 12S rRNA 基因 序列 转换 数 / 颠 换 数 
比值 (上 三 角 ) 和 序列 差异 率 ( 下 三 角 交 成 对 比较 时 去 除 缺 失 ) 
Table 2 Numbers of transitions/transversions (upper triangle) 

and percent of sequences differences( lower ftriangle) for 
12S rRNA gene sequences of 7 species examined in this study 


with gaps deleted in each pairwise comparison of sequences 





en 1 2 3 4 5 6 7 

1 (Ox. agavisa) ? 4.63 1.83 3.24 2.88 1.22 
2 (COx. chinensis) 0.02 1.02 0.92 1.33 1.24 0.89 
3 (COx. hyla) 0.03 0.06 1.54 2.36 2.72 1.07 
4 CH. annulicomus) 0.10 0.15 0.10 2.10 2.10 0.86 
5 CH. tonkinensis) O11 0.15 0.10 0.07 3.81 1.44 
6 (H. banian) 0.08 0.13 0.08 0.07 0.07 1.05 


7 ( Oe. manjius) 0.18 0.22 0.16 0.17 0.17 0.14 


在 外 群 和 内 和 群 之 间 , 核 苷 酸 变异 值 是 0.14( 红 
肥 小 车 蝗 对 等 歧 芒 蝗 ? 到 0.22( 红 肥 小 车 蝗 对 中 华 
稻 蝗 ), 内 群 中 属 内 种 间 是 0.02 (中 华 稻 蝗 对 山 稻 
蝗 ? 到 0.07(〈 芒 蝗 内 种 间 ), 属 间 是 0.08 (等 歧 芒 星 
对 出 稻 星 , 等 歧 芒 蝗 对 小 稻 蝗 ) 到 0.1$( 中 华 稻 星 对 
异 歧 芒 蝗 , 中 华 稻 蝗 对 斑 角 芒 星 )。 

物种 间 序 列 变异 位 点 基本 上 是 转换 数 多 于 颠 换 
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数 。 这 种 差异 在 亲缘 关系 较 近 的 类 群 中 更 显著 , 如 
稻 蝗 属 中 转换 数 / 颠 换 数 的 比值 最 大 是 4.63, 但 该 属 
中 华 稻 蝗 与 山 稻 蝗 之 间 序 列 差 异 很 小 , 并 没有 商 换 
发 生 。 
2.3 ”分子 系统 树 

根据 测序 的 结果 , 以 红 肥 小 车 蝗 为 外 群 , 应 用 
PAUP4.0b 软件 , 采用 最 大 简约 法 (MP) 和 邻接 法 
(NJ) 分 别 构建 了 6 种 蝗虫 的 分 子 系统 树 , 得 到 一 致 
的 拓扑 结构 《图 1, 2), Bootstrap 检验 系统 树 各 文大 
多 数 得 到 高 的 支持 率 。 内 群 的 6 个 种 分 成 2 个 支 
系 ,第 一 个 支 系 包括 小 稻 蝗 、 山 稻 蝗 和 中 华 稻 星 共 3 
个 种 ,构成 一 单 系 ; 其 中 , 山 稻 星 和 中 华 稻 蝗 先 聚 为 
一 支 ,再 与 小 稻 蝗 相聚 。 第 二 个 支 系 包 括 等 歧 芒 星 、 
斑 角 芒 蝗 和 异 歧 芒 蝗 共 3 个 种 ,构成 另 一 单 系 ;: 斑 角 
芒 蝗 与 异 歧 芒 蝗 先 聚 为 一 支 ,然后 再 与 等 歧 芒 星相 
耳 x 


Zo 
3 讨论 


3.1 属 间 关 系 

如 前 言 所 述 , 稻 蝗 属 与 芒 蝗 属 形 态 较 为 相似 , 关 
系 密 切 。 但 从 本 文 的 遗传 距离 分 析 结果 来 看 , 稻 星 
属 内 各 种 间 的 遗传 距离 是 在 0.02 ~ 0.06 范围 , 芒 星 
属 各 种 间 的 距离 是 0.07, 而 两 属 间 的 遗传 距离 最 小 
值 为 0.08( 等 歧 芒 蝗 对 山 稻 蝗 或 对 小 稻 蝗 ), 均 超 过 
各 属 内 物种 间 和 遗传 距离 的 最 大 值 。 再 者 ,图 1、 图 2 
分 子 系统 树 显示 , 这 两 属 各 构成 一 单 系 群 。 这 表明 ， 
稻 星 属 和 芒 星 属 各 作为 斑 腿 星 科 中 的 独立 属 是 有 
效 的 。 
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图 1 6 种 蝗虫 的 MP 分 子 系统 树 
Fig. Phylogenetic tree of the six grasshoppers with the method of MP 
图 中 数字 为 自 举 检验 置信 值 (2 000 次 )。 


Numbers on the tree represent confidence values from bootstrap test (2 000 replications ) . 
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图 2 6 种 蝗虫 的 NJ 分 子 系统 树 
Fig. 2 Phylogenetic tree of the six grasshoppers with the method of NJ 
图 中 数字 为 自 举 检验 置信 值 (2 000 次 )。 


Numbers on the tree represent confidence values from bootstrap test (2 000 replications ) . 


3.2 属 内 物种 间 的 亲缘 关系 

3.2.1 稻 蝗 属 : 在 稻 蝗 这 个 类 群 中 , 由 于 形态 特征 
较 相 似 , 关于 其 分 类 一 直 存 在 争议 ( 郑 哲 民 , 1985、 
1993; 毕 道 贡 ,1986 ~ 1987; 落 国 芳和 郑 哲 民 , 1998)， 
对 其 内 部 各 物种 间 的 亲缘 关系 也 有 不 同 观点 。 传 统 
的 形态 和 染色 体 核 型 及 带 型 研究 结果 建议 ,出 稻 
蝗 、 日 本 稻 蝗 和 中 华 稻 蝗 具有 与 小 稻 蝗 不 同 的 特点 ， 
它们 之 间 的 关系 较 近 , 而 小 稻 蝗 是 较为 分 化 的 物种 
( 马 恩 波 等 , 2000，2001)。 朱 道 弘 等 (2001) 通 过 
RAPD 分 析 认 为 ,小 稻 蝗 与 中 华 稻 蝗 等 3 种 稳 蝗 的 
亲缘 关系 较 远 ; 刘波 等 (2002) 也 利用 RAPD 技术 对 
中 华 稻 蝗 、 山 稻 蝗 、 小 稻 蝗 等 10 种 稻 蝗 的 基因 组 
DNA 进行 多 态 性 比较 研究 , 结果 发 现 , 中 华 稳 蝗 与 
山 稻 蝗 关系 较 近 , 而 与 小 稻 蝗 关系 较 远 。 任 竹 梅 等 
《2002b) 应 用 Cytb 基因 序列 数据 ,对 稻 蝗 属 内 4 个 种 
间 的 相互 关系 进行 了 探讨 ,结果 显示 , 中 华 稻 蝗 与 小 
稻 蝗 聚 为 一 马 , 山 稻 蝗 和 日 本 稻 蝗 0O. japonica 聚 为 
一 簇 , 表现 出 与 传统 观点 不 一 臻 的 结果 。 本 文 12S 
rRNA 基因 序列 比 对 结果 表明 ,在 345 bp 片段 序列 
中 , 出 稻 蝗 与 中 华 稻 蝗 的 序列 碱 基 差异 很 小 , 核 音 酸 
变异 值 仅 为 2.0% ,机 者 之 间 没 有 颠 换 发 生 , 而 分 别 
与 小 稻 蝗 进行 两 两 比 对 , 则 有 和 较 明显 的 差异 。 本 文 
MP 和 NJ 分 子 系统 树 还 显示 , 中 华 稻 蝗 与 山 稻 蝗 聚 
为 一 支 , 且 BCL 值 ( 自 举 检验 重复 值 ) 高 达 99% 以 
上 ,清楚 表明 这 两 者 亲缘 关系 较 近 ,而 与 小 稳 蝗 关 系 
较 远 。 由 此 可 见 ,本 文 分 析 结 果 完 全 支持 传统 观点 ， 
也 与 朱 道 弘 等 (2001) 和 刘波 等 (2002) 的 结果 是 一 
致 的 。 

3.2.2 ” 芒 蝗 属 : 目前 ,我 国 已 知 有 4 种 芒 蝗 ( 郑 哲 
民 ,1993), 本文 研究 了 其 中 3 种 。 本 文 结果 显示 , 斑 
角 蕊 凰 与 异 歧 芒 蝗 亲 缘 关 系 较 近 , 而 与 等 歧 芒 蝗 关 














系 较 远 。 不 过 , 这 一 结果 并 不 十 分 可 靠 ,因为 以 MP 
和 NJ 两 种 方法 构 树 , 斑 角 芒 蝗 与 异 歧 芒 蝗 聚 为 一 
支 的 支持 率 较 低 , 均 略 高 于 80 和 % 。 其 次 ,这 一 结果 
与 蒋 国 芳 等 (2003) 的 RAPD 分 析 结 果 也 不 一 致 ， 
RAPD 分 析 结 果 是 : 等 歧 芒 凰 与 异 歧 芒 蝗 二 者 的 亲 
缘 关 系 较 近 , 而 与 斑 角 芒 蝗 的 关系 较 远 。 再 者 ,形态 
学 上 , 异 歧 芒 蝗 和 等 歧 芒 星 的 雄性 尾 须 较 短 于 肛 上 
板 , 顶端 分 裂 成 2 枝 , 两 者 相似 , 而 斑 角 芒 蝗 雄性 尾 
须 较 长 ,超过 肛 上 板 的 顶端 甚 多 , 顶端 锥 形 , 无 分 枝 
《 郑 哲 民 ,1993; 蒋 国 芳和 郑 哲 民 ,1998)。 由 此 可 见 ， 
本 文 结果 也 与 形态 学 相似 性 不 很 吻合 。 因 此 , 对 其 
星 属 种 间 的 关系 ,我 们 有 必要 寻找 更 合适 的 基因 片 
段 再 作 深入 研究 。 
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